Hepcidin是肝细胞合成的小分子肽类激素，在机体铁稳态调控中发挥着枢纽作用。Hepcidin作用于肠道刷状缘上皮细胞、肝脾单核-网状内皮细胞的铁通道蛋白（Ferroportin），促进其细胞内吞而被降解，从而减少肠道对外源食物铁的吸收，抑制单核-网状内皮系统储存池铁的释放，使机体处于限制性铁利用状态。Hepcidin表达不足或铁通道蛋白突变将导致机体外源铁过度吸收，储存池铁无序释放，产生高铁负荷[@b1]。因此，Hepcidin表达调控异常是多种铁代谢失衡的关键环节。针对Hepcidin的分子靶向治疗可有效纠正失衡的铁稳态，对于铁过载或限制性铁利用障碍性疾病有潜在的临床应用价值[@b2]。本文我们对Hepcidin表达的分子调控机制、Hepcidin异常表达在铁代谢失衡性疾病的病理作用以及Hepcidin分子靶向治疗3个方面的研究进展综述如下。

一、Hepcidin表达的分子调控机制

生理状态下，系统性铁负荷状态是调控肝细胞Hepcidin表达的重要因素之一。铁负荷水平经血浆转铁蛋白（Tf）向肝细胞膜表面转铁蛋白受体-1(TfR-1）或TfR-2传递调控信号，高Tf饱和度使得肝细胞膜表面血色病相关蛋白（HFE）与TfR-1脱离而与TfR-2结合形成复合物，继而作用于骨形态发生蛋白（BMP）受体复合物（BMPR）中的血幼素（HJV），促进BMP受体SMAD1/5/8蛋白磷酸化，磷酸化的SMAD与SMAD4结合，进入核内与Hepcidin基因启动子SMAD反应元件结合，启动转录翻译[@b3]。肝脏内高铁负荷状态下，肝窦内皮细胞分泌BMP，尤其是BMP6，通过BMP/BMPR-SMAD通路增强Hepcidin表达[@b4]，但肝脏高铁负荷调控BMP6表达机制尚待进一步研究。

HJV受Neogenin、TMPRSS6两种重要膜蛋白正、负调控。Neogenin通过蛋白之间直接接触稳定HJV蛋白，避免后者降解，达到稳定BMPR-SMAD通路作用，Neogenin功能性失活小鼠会发生严重铁过载，伴有低水平的Hepcidin，类似于HJV^−/−^小鼠[@b5]。TMPRSS6通过分子剪接HJV蛋白使其降解，抑制BMPR-SMAD通路，降低Hepcidin表达[@b6]。TMPRSS6突变后功能失活，Hepcidin表达增高，导致限制性铁利用，造成铁剂难治性缺铁性贫血（IRIDA）病理状态[@b7]。BMPR-SMAD通路活化的同时将激活抑制性SMAD6/7和TMPRSS6分子，形成负反馈机制，TMPRSS6分子剪接HJV蛋白后产生的可溶性HJV（sHJV）可结合BMP，抑制其与BMP受体结合，发挥负调控作用[@b8]--[@b9]。Zhao等[@b10]认为肝细胞低铁浓度时TMPRSS6膜蛋白稳定性增加，自身降解减少，使得抑制Hepcidin表达的效应放大。但是，TMPRSS6基因自身转录翻译没有增强，亦不受BMP-SMAD通路信号分子的调控，TMPRSS6膜蛋白内吞速率也没有变化。TMPRSS6表达增高是低铁介导的溶酶体吞噬降解作用减弱所致，其胞质结构域发挥了重要作用。

BMP受体包括Ⅰ型（ALK1 /2/3/6）和Ⅱ型（BMPR2、ActR Ⅱa、ActRⅡb），经磷酸化活化的Ⅰ型受体负责将信号传递给胞内的SMAD1/5/8，而Ⅱ型受体可促进Ⅰ型受体的磷酸化。BMP Ⅰ、Ⅱ型受体在BMPR-SMAD通路活化中的作用不同，Ⅱ型受体中只有BMPR2和ActRⅡa同时失活才会导致BMP6诱导的Hepcidin表达障碍，形成系统性铁过载，而任何一种Ⅱ型受体表达即可维持Hepcidin正常表达[@b11]。Ⅰ型受体的作用更为重要，Ⅰ型受体中ALK1主要表达于内皮细胞，ALK2和ALK3高表达于肝细胞膜表面，而ALK6表达量非常低，ALK2或ALK3单一的缺失性表达即可导致Hepcidin表达障碍及中重度系统性铁过载[@b12]。ALK3较ALK2更为重要的作用表现在以下两点：ALK3参与IL-6诱导的Hepcidin高表达[@b13]；HFE与ALK3结合，抑制ALK3泛素化降解并促进其表达，继而强化BMPR-SMAD通路信号，诱导Hepcidin高表达[@b14]。

炎症环境、机体生长代谢需求、骨髓红系造血需求、贫血以及缺氧状态也是调控Hepcidin表达的重要因素。炎症环境下，IL-6与其受体结合，活化JAK2-STAT3通路，通过启动子区STAT反应元件诱导Hepcidin高表达[@b15]；IL-6亦可通过BMP Ⅰ型受体ALK3促进Hepcidin表达[@b13]；Activin B也可通过BMPR-SMAD通路诱导Hepcidin表达[@b16]。有学者认为，炎症环境中Hepcidin高表达造成的限制性铁利用障碍是机体对微生物感染的一种防御反应，可屏蔽微生物生长对铁离子的需求，但亦可造成铁利用障碍性贫血[@b1]。机体处于高生长代谢、高增殖状态时，生长激素、睾丸素等通过Ras/RAF MAPK和mTOR信号传导途径抑制Hepcidin表达，增加机体生长代谢所需要的铁供应[@b17]。

生理状态下机体对贫血的代偿反应或某些病理状态下骨髓红系无效造血均可导致红系造血活性增高，高增殖的红系造血对铁的需求信号是如何传递给肝细胞的Hepcidin表达调控系统，最终增加铁的吸收和释放的呢？早期研究推测，红系造血前体细胞释放某些因子抑制Hepcidin表达，GDF-15[@b18]和TWSG1[@b19]曾经被认为是介导这一效应的两种重要分子。然而，在相同的造血刺激条件下，正常对照小鼠GDF15表达上调3倍，但与GDF15基因敲除小鼠相比，Hepcidin表达下调水平差异无统计学意义[@b20]。病理状态下无效造血患者Hepcidin表达与GDF15水平无明显相关性，与可溶性TfR呈负相关[@b21]。目前，尚缺乏直接证据和有力的体内实验证实GDF15和TWSG1对Hepcidin的抑制效应[@b22]。骨髓有核红细胞合成分泌的Erythroferrone（ERFE）是负责传递红系造血需求信号调控Hepcidin表达的重要分子[@b23]--[@b24]，红细胞生长素（EPO）是ERFE最强的正调控因子，而缺氧诱导相关蛋白和炎症因子不参与ERFE表达调控[@b23]。研究表明，EPO不直接抑制肝细胞Hepcidin的表达，而是通过促进ERFE的合成间接发挥作用[@b25]。EPO与EPO受体结合并活化有核红细胞的JAK2-STAT5信号通路，后者与ERFE编码基因FAM132B启动子序列的STAT元件结合，促进FAM132B基因转录翻译，进而通过血液循环直接作用于肝细胞，抑制Hepcidin mRNA表达。即EPO依赖于ERFE间接抑制Hepcidin的表达，与经典的BMPR-SMAD通路无关[@b23]。贫血、组织器官低氧分压状态下，主要通过缺氧诱导因子（HIF）诱导高水平EPO合成，继而由EPO介导的ERFE抑制效应，下调Hepcidin表达[@b26]。HIF还可诱导HJV蛋白分解酶TMPRSS6[@b27]及Furin[@b28]表达，经HJV分解途径减弱BMPR-SMAD通路的Hepcidin表达强度。

Hepcidin表达的分子调控主要受六大因素（系统性铁负荷、炎症因子、生长代谢信号、红系造血活性、贫血及缺氧状态）影响及四种信号传导通路（BMPR-SMAD、JAK2-STAT3/STAT5、Ras/RAF-MAPK、mTOR）调控，系统性高铁负荷依赖TfR1/2-HFE-HJV-BMPR-SMAD信号通路、炎症因子依赖JAK2-STAT3信号通路促进Hepcidin表达。而高生长代谢需求通过Ras/RAF MAPK和mTOR信号通路；红系造血需求、贫血和缺氧状态通过EPO-ERFE途径抑制Hepcidin表达。

二、Hepcidin异常表达与铁代谢失衡

Hepcidin在铁代谢失衡性疾病的病理作用表现在3个方面：①Hepcidin异常表达是这些疾病的分子致病机制；②Hepcidin定量分析可作为监测铁负荷发展的反向指标；③Hepcidin定量分析可用于这些疾病的诊断及鉴别诊断。

某些类型的血色病是由于HFE基因功能失活性突变，Hepcidin表达水平极低，导致外源铁过度吸收。其他参与Hepcidin正调控的分子，如HJV、TfR2、BMP6、BMPR (ALK2、ALK3）、SMAD、Neogenin等功能失活性突变均可导致程度不一的系统性高铁负荷[@b1]。相反，IRIDA是由于TMPRSS6基因功能失活性突变，使得Hepcidin表达失抑制，过高的Hepcidin造成机体限制性铁利用[@b7]。IRIDA与常见的营养性IDA不同，后者因机体缺铁反馈性抑制Hepcidin表达，因此Hepcidin定量分析对于IRIDA和儿童营养性IDA具有鉴别诊断意义[@b29]。

地中海贫血（地贫）、先天性红细胞生成异常性贫血（CDA）、遗传性铁粒幼细胞贫血（CSA）及骨髓增生异常综合征（MDS）共同的病理特点是红系无效造血和（或）红系增生，常伴发系统性铁过载。即使地贫患者存在高铁负荷，仍然低表达Hepcidin，反映了红系无效造血对Hepcidin的抑制效应超过了高铁负荷的反馈性正调控作用。低表达的Hepcidin可加重地贫患者对外源性铁的吸收，增加铁负荷，而输血治疗可以抑制红系造血并增强Hepcidin表达，有助于减轻肠道对铁的吸收[@b30]--[@b31]。MDS患者Hepcidin表达相对不足是这类疾病容易发生铁过载的病理机制之一，不同WHO亚型及国际预后积分系统（IPSS）分组间表达差异较大[@b32]--[@b33]：难治性贫血／难治性贫血伴环状铁粒幼红细胞（含SF3B1突变）、难治性血细胞减少伴多系发育异常及5q−综合征等国际预后积分系统低中危患者的Hepcidin表达明显低于难治性贫血伴原始细胞增多和慢性粒-单核细胞白血病等高危患者；低中危MDS患者Hepcidin表达与系统性铁负荷严重程度呈正相关，而高危患者两种因素间没有相关性，说明低中危MDS患者Hepcidin表达仍受铁负荷增高的反馈性正调控，而高危患者的这种反馈调节已失衡。

与上述高红系造血活性合并铁过载的贫血性疾病不同，慢性炎症或风湿结缔组织病导致的慢性病贫血、慢性肾病性贫血、肿瘤性疾病合并贫血、肥胖性疾病合并代谢紊乱等病理状态多导致Hepcidin高表达，其中慢性炎症因子刺激在促进Hepcidin表达中发挥了关键作用[@b34]。临床研究发现，先天性纯红细胞再生障碍患者高表达Hepcidin，可能与机体高铁负荷的反馈性正调控有关，由于红系造血缺如，尽管患者EPO水平较高，但其对Hepcidin抑制性表达效应需要骨髓有核红细胞释放ERFE的参与，因此红系造血对Hepcidin表达的抑制效应减弱也有利于Hepcidin的表达[@b35]。原发性骨髓纤维化（PMF）患者也高表达Hepcidin，且其高表达强度与贫血严重程度、红细胞输注依赖、血清铁蛋白\>500 µg/L、预后评分较差、外周血高原始细胞及高龄呈正相关，提示Hepcidin高表达是PMF患者预后不良的指标[@b36]。

三、Hepcidin分子靶向治疗铁代谢失衡

鉴于Hepcidin在铁稳态调控中的核心作用及其异常表达参与铁代谢失衡疾病的病理过程，2010年Gardenghi等[@b37]提出以Hepcidin为靶点治疗铁过载，并在地贫小鼠模型中转入HAMP基因，限制性高表达Hepcidin，有效降低了铁负荷及过氧化物氧自由基的产生，改善小鼠的红系造血能力。此后，Hepcidin分子靶向治疗铁代谢失衡，已在血色病、地贫、慢性炎症性贫血等动物实验中得以证实。

1．Hepcidin激动剂治疗铁过载：

（1) Minihepcidin：血色病和地贫患者低表达Hepcidin会加重机体的铁负荷。因此，直接给予患者Hepcidin治疗有助于减轻机体的铁过载。研究者发现Hepcidin N末端9个氨基酸小肽（DTHFPICIF）负责与Ferroportin结合，并构建了这种含9分子小肽的Minihepcidin应用于血色病小鼠模型，明显减轻小鼠肝铁和心铁负荷[@b38]。

（2）拮抗TMPRSS6上调Hepcidin表达：BMPR-SMAD是促进Hepcidin表达的主要信号传导通路，BMP分子和TMPRSS6蛋白分别发挥正、负调控作用。因此，应用BMP6治疗能够上调Hepcidin表达，减轻HFE基因敲除小鼠铁过载[@b39]，但BMP-BMPR信号通路在骨形态发育、代谢生长、细胞凋亡分化、血管新生及肿瘤发生中发挥着广泛而复杂的作用，因此限制了BMP治疗铁过载的应用前景。TMPRSS6作用相对专一，因而拮抗TMPRSS6使得Hepcidin表达上调在治疗铁过载方面更有前景。针对TMPRSS6基因的反义寡核甘酸（ASO）[@b40]及小分子干扰RNA（siRNA）[@b41]均上调地贫小鼠Hepcidin表达，减轻铁过载程度和氧自由基产生，改善贫血。

2．Hepcidin拮抗剂治疗限制性铁利用障碍性贫血：

（1）小分子肝素拮抗BMP：肝素可拮抗BMP与其受体结合，从而抑制Hepcidin表达。早期研究报道发现外源性肝素体外可抑制肝细胞系HepG2表达Hepcidin[@b42]；小鼠体内试验同样证明SMAD蛋白磷酸化被抑制，Hepcidin表达下调，血清铁增高；应用肝素预防深静脉血栓的5例患者中Hepcidin表达量下降80%\~85%。为规避肝素显著的抗凝效应，Poli等[@b43]研发了去乙二醇非抗凝的肝素，用于脂多糖诱导的慢性炎症性模型小鼠，发现小鼠Hepcidin表达明显受抑，铁利用增加，明显改善了慢性炎症性贫血。

（2) BMP Ⅰ型受体抑制剂：小分子化合物LDN-193189特异性抑制BMP Ⅰ型受体ALK2/ALK3，腹腔注射治疗两种慢性炎症性贫血小鼠／大鼠，均可明显抑制Hepcidin表达，动员网状内皮系统释放铁，改善机体铁利用并缓解贫血状况[@b44]。药代动力学结果显示：口服LDN-193189对Hepcidin抑制效应呈时间和剂量依赖性，口服给药方式同样可以有效治疗慢性炎症性贫血小鼠[@b45]。LDN-193189联合EPO治疗大鼠慢性炎症性贫血，两者可协同作用抑制Hepcidin表达，促进铁吸收及利用，显著改善贫血[@b46]。

（3）Hepcidin抗体：2013年Cooke等[@b47]利用knock-in技术将人Hepcidin基因导入小鼠体内表达后筛选出12B9m单克隆抗体，该抗体可有效治疗对EPO无反应的慢性炎症性贫血小鼠和猕猴模型，这种效应并非通过抑制炎症细胞因子释放或增加EPO生成，而是促进铁有效地被红系造血利用。目前这种抗体已进入Ⅰ期临床试验阶段。2014年van Eijk等[@b48]研发了化学合成的L-立体异构体寡核糖核苷酸靶向抗体药物Lexaptepid（NOX-H94）抑制Hepcidin生物学效应，治疗人内毒素血症导致的慢性炎症性贫血，已进于临床试验阶段。这项随机、双盲、安慰剂对照临床试验数据表明，Lexaptepid可有效阻止脂多糖诱导的炎症反应导致的血清铁及转铁蛋白饱和度降低。目前，正在开展Lexaptepid改善肿瘤性贫血的Ⅱ期临床试验。

系统性铁稳态依赖于Hepcidin高效地适应性表达反馈调控机制，Hepcidin异常表达是铁过载性贫血和限制性铁利用性贫血等多种疾病重要的病理机制。因此，深入研究Hepcidin表达调控的分子机制，并利用基因、蛋白工程技术研发分子靶向治疗药物，对于以地贫为代表的铁过载性贫血以及以慢性病贫血为代表的限制性铁利用贫血等多种疾病有较好的临床应用前景。
